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[要約] 
 
Nitric oxide-enhanced Shiga toxin production was regulated by Fur and 
RecA in enterohemorrhagic Escherichia coli O157 
（一酸化窒素の曝露による腸管出血性大腸菌 O157 の志賀毒素産生
亢進は Fur と RecA によって制御される） 
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【目的】 
腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症は、汚染された水や食物を摂取する事で、比較
的長い潜伏期間の後、水様性下痢、腹痛等の症状を示し、後に血便を引き起こす。
重症化すると、溶血性尿毒症症候群 （HUS） や急性脳症を引き起こし、死亡に至る
事もある。 
EHEC の主要な病原因子である志賀毒素（Stx） には、 Stx1 と Stx2 がある。 
Stx1 産生の制御には、 stx1 プロモーターの活性を抑制する Fur による発現抑制と 
RecA による発現亢進機構が関与している。また、 Stx2 産生には、後者が関与して
いる 。 
細菌が持つ一酸化窒素還元酵素 （NorV） は、宿主の感染防御系において殺菌
作用を示す一酸化窒素 （NO） の消去酵素である。 EHEC の NorV には、酵素活
性を有する完全型と酵素活性を失った欠失型の二種類が存在する。我々は、これま
での研究で EHEC の完全型 NorV がマクロファージ中の生存性を向上させる事を
明らかにした 。 
本研究では、 EHEC の Stx 産生に注目し、 NO による EHEC の Stx1 と Stx2 
の産生亢進メカニズムを明らかにした。さらに、 EHEC が持つ完全型 NorV が NO 
による Stx 産生亢進を抑制する事を見い出した。 
 
【方法】 
種々の NO ドナー（NO 発生剤）を EHEC （EDL933株） の培養液（ＬＢ 培地）
に添加し、嫌気条件、37℃で一定時間培養後、培養液を回収し、培養上清と菌体抽
出画分を解析する事で NO による EHEC の Stx 産生を比較した。 
Stx 、 RecA の産生量は、これらのサンプルを用いて、 Western blotting で解析し
た。 Stx1 と RecA は菌体、 Stx2 は培養上清について解析し、 Stx1 、 Stx2 に対
する抗血清 と抗 RecA 抗体を用いた。  
 NO による Stx1 産生亢進機構の解析には、 Stx1 ファージの誘導に必要な Q 遺
伝子の欠失株と stx1 プロモーター欠失株を用いた。また、 NO が、 Fur を不活性
化し、 Fur による stx1 プロモーターの抑制を解除する事を明らかにするために、 
Fur の結合部位の配列 (Fur box) に変異を入れた stx1 プロモーターのレポーター
プラスミド（pluxStx1PGG6）を作製した。 NO による Stx2 産生亢進機構の解析には、 
recA  欠失株と recA 変異株を用いた。 
 
【結果・考察】 
EHEC の培養液に種々の NO ドナーを添加する事によって、 EHEC の Stx1 と 
Stx2 の産生が亢進した。 NO ドナーによる Stx1 産生亢進は、 Stx2 産生亢進より
も高濃度の NO ドナー添加によって認められた。一方、 NO を産生しない不活化 
NO ドナーと NO の代謝物である NaNO₂ 、 NaNO₃ の添加では、 Stx 産生亢進
が認められなかった。以上のことから、 NO ドナーの NO 以外の部分である骨格部
分と NO 代謝物は、 Stx 産生に影響を与えず、 NO が特異的に Stx 産生を亢進
する事が明らかとなった。 
EHEC の Stx1 産生には、 stx1 プロモーターの活性を抑制する Fur と RecA を
介する二つの制御系が関与する事が知られている。 Q 欠失株において、 NO ドナ
ーによって Stx1 産生は亢進し、 stx1 プロモーター欠失株では亢進しなかった。さら
に、 Fur box に変異が無いコントロールのプラスミドを形質転換した EHEC では、 
NO ドナーによって stx1 プロモーター活性が亢進したが、 Fur box に変異を入れた
レポータープラスミドである pluxStx1PGG6 を形質転換した EHEC では、亢進しな
かった。これらの結果から、 NO による EHEC の Stx1 産生亢進には、Fur の不活
性化が関与する事が示唆された。 
次に、 NO による Stx2 産生亢進における RecA の関与を明らかにするため、以
下の実験を行った。 NO ドナーによって Stx2 産生が亢進される時の RecA 量を解
析した。その結果、 NO ドナーの添加は、 RecA 量を増加させた。さらに、 NO によ
る Stx2 産生亢進機構は、 RecA の活性化に関与する LexA の cleavage 活性を
無くした recA 変異株を使い、解析した。この recA 変異株の培養液に NO ドナ
ーを添加し、 Stx2 、 RecA 量を野生株と比較した。その結果、野生株は、 NO ドナ
ー添加で Stx2 、 RecA 産生が共に亢進したが、 RecA 変異株では亢進しなかった。
以上の結果から、 RecA を介した経路が、 NO による EHEC の Stx2 産生亢進に
関与する事が明らかとなった。 
前述したように、 Stx2 産生亢進が認められる濃度より高濃度の NO ドナー添加に
よって Stx1 産生が亢進される。これは、本研究で明らかとなった NO による Stx1 と 
Stx2 の産生亢進機構の違いに関係すると考えられる。 
 完全型 NorV あるいは欠失型 NorV を持つ EHEC に種々の濃度の NO ドナー
を添加し、 Stx 産生量を比較した。その結果、完全型 NorV を持つ EHEC は、欠
失型 NorV を持つ EHEC よりも高濃度の NO ドナーが Stx 産生亢進に必要であ
った。この結果から、 EHEC が持つ完全型 NorV は、 NO を消去する事により、 
NO による Stx 産生に重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
